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siguiendo  la  normativa  UNE‐EN‐ISO  11290‐1,  UNE‐EN‐ISO  11290‐2,  y  el método  de  cultivo 
rápido Listeria PrecisTM validado por  la AFNOR  (Oxoid, 2010) para recuento y detección   de L. 
monocytogenes,  y  la  Norma Mexicana  NOM‐143‐SSA1‐1995  únicamente  para  la  detección, 
siguiendo  el  criterio  de  presencia  o  ausencia  en  25  gramos.  Los  análisis microbiológicos  se 
realizaron el mismo día de la compra, a mitad del periodo de duración mínima almacenados a 
4ºC Y 10º C y final de este periodo, almacenadas a las mismas temperaturas.  
De  las  cepas  de    26  cepas  L. monocytogenes  y  15  de  L.  innocua  aisladas  de  los  51 
productos muestreados, se estudio la sensibilidad a 20 antibióticos para la especie patógeno y 
de  25  antibióticos  para  la  no  patógena,  dada  la  problemática  de  antibiorresistencias 
transmitidas  por  alimentos.  Se  realizo mediante  el método  de  difusión  en  placa  verificando 
resultados  con  el método  Epsilon  test,  ambos  recomendados  por  el  Instituto  de  Estándares 
Clínicos  y  de  Laboratorio  Clínico  (CLSI),  así  como  por  el  Comité  Europeo  de  Pruebas  de 
Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST). 








se  observo  una mayor  detección  de  L.  monocytogenes mediante  la  normativa  UNE‐EN‐ISO 
11290‐1, que mediante  los otros procedimientos utilizados, siendo el método  indicado por  la 
Norma Mexicana NOM‐143‐SSA1‐1995, el que menor detección presento.  
De  los  20  antibióticos  estudiados  para  ambas  especies  y  los  5  supernumerarios 
estudiados  únicamente  para  L.  innocua,  se  observa  una  alta  sensibilidad  al  90%  de  los 
antibióticos  para  las  cepas  L.  monocytogenes; mientras  que  en  el  caso  de  las  cepas  de  L. 
innocua se comprueba una sensibilidad frente del 84% de los 25. Coincidiendo los antibióticos a 
los que fue muy sensible la especie patógena, con excepción de la penicilina G y la tetraciclina, 
frente  a  los  cuales  L.  innocua  se  muestra  intermedia  o  resistente.  De  forma  que,  L. 
monocytogenes mostró  un 19,2 % de resistencia frente a clindamicina mientras que L. innocua 







Listeria monocytogenes  se  describió  por  primera  vez  hace más  de  60  años,  cuando 
Murray  y  col.  en  1926  aislaron  una  bacteria  corta,  Gram  positiva,  de  forma  bacilar  y  que 
producía patologías en conejos y cobayas. La denominaron Bacterium monocytogenes porque 
infectaba a  los  leucocitos sanguíneos. A finales del siglo XIX ya se describían microorganismos 
similares  a  Listeria  monocytogenes  que  causaban  infección  tanto  en  animales  como  en 
personas.  Pirie  en  1930  aisló  en  hígado  de  gerbos  una  bacteria  similar  a  la  que  denominó 





La  clasificación  taxonómica  de  Listeria  monocytogenes  es:  Dominio:  Bacteria,  Filo: 
Firmicutes, Clase: Bacilli, Orden: Bacillales, Familia: Listeriaceae, Genero: Listeria. Hasta el año 
2007,  6  especies  de  Listeria  habían  sido  publicadas  en  la  lista  de  validación  del  IJSEM 
(“International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology”): Listeria monocytogenes, 
Listeria  innocua,  Listeria  ivanovii  (subsps.  ivanovii  y  londoniensis),  Listeria  seeligeri,  Listeria 
grayi y  Listeria welshimeri, en 2010  Listeria marthii es validada  como especie  (Graves y  col., 
2010) y recientemente se ha validado Listeria rocourtiae (Leclercq y col., 2010).  
Las  especies  patógenas  para  el  ser  humano  son  Listeria  ivanovii  y  Listeria 
monocytogenes,  siendo esta ultima  la que  se aísla mayoritariamente en  casos humanos  y  la 
responsable  de  la  mayor  parte  de  las  infecciones  que  afectan  al  hombre;  aunque  se  han 






Según  la  Sociedad  Española  de  Microbiología  Clínica  (SEIMC)  podemos  definir  a  L. 
monocytogenes  como un bacilo  corto, Gram‐positivo, no esporógeno, que  se encuentran en 





microorganismo  anaerobio  facultativo.  Es  una  bacteria móvil  a  25ºC  con  una modalidad  de 
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“volteo”  o  “barrilete” mediante  flagelos  perítricos  e  inmóviles  a  35ºC  (Junttila  y  col.,  1988; 
Miller, 1992; Larson y col., 1999). 
En  cuanto  a  sus  características  bioquímicas  (Tabla  1),  es  un  microorganismo  con 







Característica  1  2  3  4  5  6  7  8  9 
β‐Hemólisis  +  ‐  +  +  +  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Reacción CAMP                   
S. aureus  +  ‐  (+)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ND 
R. equi  ‐  ‐  ‐  +  +  ‐  ‐  ‐  ND 
Arylamidasa  ‐  +  +  v  v  v  +  ‐  ND 
PIPLC  +  ‐  ‐  +  +  ‐  ‐  ‐  ND 
α‐Manosidas  +  +  ‐  ‐  ‐  +  v  +  ND 
Fermentación de:                  ND 
Manitol  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  ‐ 
D‐Arabitol  +  +  +  +  +  +  +  ‐  ND 
D‐Xilosa  ‐  ‐  +  +  +  +  ‐  +  ‐ 
Ramnosa  +  v  ‐  ‐  ‐  v  ‐  +  ‐ 
Metil α‐D‐glucosido  +  +  +  +  +  +  v  +  ND 
Ribosa  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  +  +  ND 
Glucosa‐1‐fosfato  ‐  ‐  ‐  v  v  ‐  ‐  ‐  ND 
D‐Tagatosa  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ND 
 
1.1.3. Ecología microbiana 









presencia  de  microorganismos  competitivos  y  a  niveles  de  pH  más  bajos  (carne  picada, 
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La  interacción de pH,  temperatura y NaCl están  correlacionados, de  forma que a pH 
4,66 y una temperatura de 30 ºC se aprecia crecimiento a los 5 días sin adición de NaCl, a los 8 
días  con  un  4 %  de  sal  y  a  los  13  días  con  un  6 %  de  sal. Mientras  que  a  5  ºC  solo  hubo 
crecimiento a pH 7 en 9 días sin sal, y 15 días con 4% de sal (Jay y col., 2005) 
1.1.3.4. Efecto de tratamientos  
La  irradiación  gamma  afecta  a  L. monocytogenes  en  el mismo  orden  que  lo  hace  al 
resto de las bacterias Gram +, variando valores desde 0.34kGy hasta 2kGy en helado a –78ºC. 
En ausencia de materia orgánica e in vitro, al igual que en superficies húmedas muchos 
desinfectantes  son  eficaces  contra L.  monocytogenes, mientras  que  en  superficies  secas  es 
mucho más resistente. 
El  cambio  en  los  componentes  de  la  atmósfera  resulta  poco  eficaz  contra L. 
















personas  encuadradas  en  el  grupo  de  “alto  riesgo”,  entre  las  que  se  encuentran  mujeres 
embarazadas, neonatos, personas inmunodeprimidas y personas mayores (>65 años). 
La  Listeriosis,  se  trata  de  una  enfermedad  poco  común  pero  grave,  de  origen 
alimentario  y  que  es  causada  por  el  consumo  de  alimentos  contaminados  con  L. 
monocytogenes. El  informe  sobre prevalencia y  fuentes de  zoonosis en España del año 2006 
(Report  on  trends  and  sources  of  zoonoses,  Spain  2006),  señala  que  la  importancia  de  la 
listeriosis en  salud pública no  siempre es  reconocida, dado que es  rara en  comparación  con 
otras  enfermedades  de  transmisión  alimentaria  como  la  Salmonelosis  y  que  su  periodo  de 
incubación  tan  largo  (hasta  70  días)  puede  dificultar  la  realización  de  encuestas 
epidemiológicas (ICMSF, 2002). 
L. monocytogenes es una bacteria que causa zoonosis, ya que  infecta a gran variedad 










sobrevivir  de  1‐2  años  en  suelo.  También  se  puede  encontrar  en  animales  y  en  el  hombre, 
encontrándose en un 10‐30% y de un 3‐11 %, respectivamente, como portadores  intestinales. 
Este  porcentaje  aumenta  entre  personal  de  laboratorio,  trabajadores  de  mataderos  y 
veterinarios clínicos. La tasa de estos “portadores sanos” contrasta con  la baja frecuencia con 
que se detecta la enfermedad: 1 a 3 casos anuales por millón de habitantes (Gómez, 1993).  




de  alimentos  contaminados  con  L.  monocytogenes  o  bien  mediante  contacto  directo 
nosocomial  (poco frecuente) o con animales. Por último, otra de  las vías de transmisión es  la 
materno‐fetal, ya que se ha comprobado que puede transmitirse a través de la placenta.  
1.1.4.2. Principales alimentos implicados 
  Entre  los alimentos más  frecuentemente contaminados podemos encontrar el 
queso,  la  leche cruda y pasterizada  (David y col., 1985), carnes  frescas de mamíferos, aves y 
productos  cárnicos  fermentados  y  pasterizados,  pescados  y  mariscos  tanto  frescos  como 
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Es  importante destacar  la presencia de Listeria  spp. en  superficies alimentarias como 
máquinas  fileteadoras,  tablas de  corte  y utensilios,  así  como  la posterior  contaminación  del 
alimento durante el procesado. Ya que la presencia de L. monocytogenes en los productos LPC 
radica en la recontaminación que se produce tras el tratamiento térmico, en la manipulación y 
durante  su  procesado,  así  como  durante  la  posterior  conservación  en  refrigeración,  ya  que 
debido a que se  trata de un bacteria psicrotrofa, y  la refrigeración va a reducir  la microbiota 
competitiva,  se  crea  un  ambiente  idóneo  para  la  multiplicación  de  L.  monocytogenes. 
Observándose unas tasas de prevalencia de L. monocytogenes de un 3% en canales de cerdo, 
12,5 % en jamones crudos y un 2% en jamón curado (Annunziata y col., 2011). 
El  cambio  en  los  hábitos  alimentarios  debido  a  un  cambio  en  la  forma  de  vida,  ha 
conducido a un consumo cada vez mayor de alimentos  fuera del hogar,  lo que ha hecho que 
cada vez sea mayor la producción de alimentos LPC. 







La AFSSA  clasifica este  tipo de alimentos  según el  riesgo debido a  la presencia de  L. 
monocytogenes (AFSSA, 2005) en tres grupos, exceptuando de esta clasificación  los alimentos 




Esta  categoría  incluye  los  alimentos  que  precisan  una  cocción  o  cualquier  otra 
transformación  antes  de  ser  consumidos,  que  asegure  la  eliminación  o  reducción  del 
microorganismo  a un nivel  aceptable.  Los  consumidores deberán  conocer perfectamente  las 
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condiciones de conservación y preparación de estos alimentos, y  toda  la  información deberá 
figurar en la etiqueta.  
Un ejemplo de este tipo de alimentos LPC son los preparados cárnicos a base de carne 
picada, que  se  someten  a un  tratamiento de plancha o  fritura  suficiente para  reducir  en  su 
interior la carga microbiana.  




venta  no  contienen  L. monocytogenes  o  sus  niveles  son  inferiores  al  criterio microbiológico 
reglamentado y además no permiten  la multiplicación de  la bacteria. También se  incluyen  los 
alimentos en los que se puede documentar experimentalmente que L. monocytogenes no crece 
en  el  producto  o  se  dispone  de  bibliografía  científica  que  ratifica  la  imposibilidad  de 
crecimiento de L. monocytogenes en el producto. 
Algunos ejemplos que podemos citar en este grupo son alimentos con pH<4’2, o <4’5 si 
la acidificación  se obtiene  con ác.  láctico o ác. acético; alimentos  con una actividad de agua 
inferior a 0’90 y productos congelados o ultracongelados.  
1.1.4.2.3. Categoría 3: 
Dentro  de  esta  última  categoría  se  incluyen  los  alimentos  LPC  en  los  que  puede 
multiplicarse L. monocytogenes y donde  la seguridad sanitaria y  la conformidad a  los criterios 
microbiológicos depende de a su vez de la aplicación de buenas prácticas higiénicas (BPH) y un 
sistema  de  análisis  de  peligros  y  puntos  de  control  críticos  (APPCC)  a  lo  largo  de  la  cadena 
alimentaria,  la  fijación  correcta del periodo de periodo de duración mínima del alimento en 
función de criterios microbiológicos y de una buena información destinada al consumidor sobre 
la temperatura de conservación, el periodo de duración mínima y el uso previsto.  
Como  ya  se  ha  comentado  cualquiera  de  las  operaciones  de  loncheado,  troceado  y 
envasado  van  a  incrementar  el  riesgo por  contaminación  cruzada.  Esto, unido  a  la  conocida 
prevalencia de  L. monocytogenes en productos  cárnicos, mayor en  los  cocidos, debido a  sus 
características de pH neutro, bajos niveles de sal y su periodo de periodo de duración mínimo, 
hace que  los consideremos uno de  los grupos de mayor  riesgo por L. monocytogenes. Por  lo 
tanto, este será el grupo de alimentos objeto de nuestro estudio. 
1.1.4.3. Patogenia 
  Hoy  en  día  se  han  identificado  diversos  determinantes  moleculares  de 
virulencia que juegan un papel muy importante en la infección celular por L. monocytogenes. El 
hecho de que todavía no sea conocido su mecanismo de acción, hace de esta bacteria patógena 
uno  de  los  modelos  más  interesantes  de  interacción  patógeno‐hospedador,  tanto  a  nivel 
celular como molecular.  







L  .monocytogenes es una bacteria  intracelular  facultativa, ya que puede sobrevivir en 
macrófagos e  invadir células no  fagocíticas como  las células epiteliales, hepatocitos y células 
endoteliales.  La  capacidad  del microorganismo  para  penetrar  en  el  citoplasma  de  la  célula, 
proliferar  y  diseminarse  a  las  células  adyacentes  es  esencial  para  la  expresión  plena  de  su 
potencial patógeno. 
Su unión a  la célula huésped se produce debido a  la proteína  integrina. Una vez en el 
interior, es  fagocitada por  la célula huésped y en el  fagolisosoma es sometida a un ambiente 
hostil con pH y ferritina bajo, activando una exotoxina (listeriolisina O) que es capaz de lisar la 
membrana del  fagolisosoma en 30 minutos y escapar al citoplasma. La  listeriolisina O es una 
exotoxina  hemolítica  y  citolítica  que  actúa  como  un  factor  crítico  de  virulencia  de  L. 
monocytogenes.  Listeria  se  disemina  célula  a  célula  sin  ponerse  en  contacto  con  el medio 









La dosis  infectiva es de 103 – 107 ufc/ g. La dosis  infectiva variará en  función de  tres 
factores:  i)  estado  inmunitario  del  individuo,  ii)  la  virulencia  de  la  cepa,  iii)  cantidad  de  L. 
monocytogenes en el alimento. 




cuadro  leve,  que  simula  una  gripe  con  fiebre,  dolores  musculares  y  sintomatología 
gastrointestinal,  hasta  una  sepsis  grave,  sobre  todo  en  edades  extremas  de  la  vida  (recién 
nacidos y ancianos) y pacientes inmunodeprimidos, que causa aborto en embarazas, neumonía 
y  granulomas  diseminados  en  recién  nacidos,  meningitis  y  meningoencefalitis,  e  incluso 
septicemia causando la muerte del individuo. Estos son los principales síntomas, aunque se han 
descrito  otros  como:  sepsis  o  bacteriemia  aislada  en  adultos  (incluyendo  gestantes), 
endocarditis  sobre  válvula  nativa  o  protésica,  infecciones  de  prótesis  arteriales,  hepatitis, 
absceso  hepático,  Peritonitis  bacteriana  espontánea,  peritonitis  en  pacientes  con  diálisis 
peritoneal ambulatoria continua, osteomielitis, artritis, empiema (Ooi y col., 2005). Las formas 






Es  importante que el  tratamiento sea  lo más precoz posible, administrando una serie 
de antibióticos. Debido a que se trata de una enfermedad relativamente rara en humanos, no 
hay  estudios  prospectivos  y  controlados  que  establezcan  el  mejor  tratamiento  antibiótico. 
Actualmente  se  considera que  las mejores opciones  son  la penicilina o  la ampicilina,  solas o 
asociadas  a  gentamicina.  El más  utilizado  es  la  asociación  de  ampicilina  y  gentamicina.  La 
combinación de trimetoprim y sulfametoxazol se ha utilizado con éxito en pacientes alérgicos a 
penicilinas,  considerándose  en  la  actualidad  la  terapia  alternativa  en  esta  circunstancia.  La 
duración apropiada del  tratamiento no está muy  clara. En general dos  semanas parecen  ser 
suficientes en bacteriemias mientras que en meningitis se deberían utilizar ciclos más largos. 
Un  estudio  retrospectivo  efectuado  en  el  Servicio  de  Microbiología  del  Hospital 
Universitario Miguel Servet de Zaragoza realizado entre enero de 1997 y octubre de 2010 para 
el tratamiento de L. monocytogenes, muestra que de 28 casos (21 adultos y 7 neonatos), en los 







Control  y  Prevención de  Enfermedades)  generados  a  través de  FoodNet  (Red de Control de 
Enfermedades  Alimentarias)  también  reflejaron  una  incidencia  de  5  casos  por  millón  de 
personas en 1998. Sin embargo, datos más recientes de FoodNet del año 2003 con relación a la 
incidencia de enfermedades y mortalidad por microorganismos de origen alimentario  indican 





2007  (EFSA, 2007), quien  concluyo que después del descenso  generalizado que  se dio  en  la 
década de 1990, desde el año 2000 los casos de listeriosis han aumentado en Europa.  




















Como  se puede observar  se está produciendo un aumento  ligero y progresivo de  los 
casos de listeriosis tanto en España como en la suma de todos los países de la EU. 
Analizando otros datos publicados por  la  (EFSA,2012) se puede ver que  los productos 
cárnicos fueron los que más casos positivos de L. monocytogenes obtuvieron, en mayor medida 
los elaborados  con  carne de  cerdo y bovino  (32%),  seguido de pescado y productos del mar 
(29%), alimentos LPC( 19%)  , carne de ave  (13%) y otros), productos  lácteos  (12%), vegetales 
(10%), tenido porcentajes muchos menores los quesos (1% ). 
Dada la gran diversidad de alimentos implicados, y el carácter de L. monocytogenes de 




la  fábrica  de  Maple  Leaf  Foods.  Se  cree  que  alrededor  de  220  productos  presentaron 
contaminación de L. monocytogenes dando lugar a 57 casos de listeriosis y 23 decesos. 
Más reciente que el anterior brote ha sido el que tuvo lugar en EE.UU. en julio de 2011. 
El brote  se originó por el  consumo de melones  cantaloupe  contaminados procedentes de  la 
compañía  Jensen Farms de Colorado. Se cree que  fue producido por malas condiciones en el 

















Año  Lugar  Nº casos  Muertes  Alimento 
1979  Boston  20  5  Ensaladas y/o leche pasteurizada 
1980  Nueva Zelanda  29  9  Frutos del Mar 
1981  Canadá  41  7  Ensalada de col 
1983  Massachusetts  49  14  Leche pasteurizada 
1985  California  142  48  Queso tipo mexicano 
1983/87  Suiza  122  31  Queso Vacherin (Mont d´Or) 
1986/87  Philadelphia  36  16  Helado / Salami 
1987/89  Reino Unido  >300  >90  Pates 
1992  Francia  279  85  Lengua de cerdo con gelatina 
1994  USA  45  0  Batido de Chocolate 
1995  Francia  33  4  Queso Brie 
1997  Italia  1594  0  Harina de maíz 
1998  USA  100  20  Salchicha alemana 
1999  Finlandia  25  6  Mantequilla pasteurizada 
2000  Francia  >33  >10  ? 
2002  USA  46  7  Comida turca preparada 
2007  Noruega  21  5  Queso fresco 
2008  Canadá  57  23  Productos cárnicos 
2009  Austria/Alemania  >14  6  Queso fresco 


























monocytogenes  a  partir  de  alimentos,  que  están  dentro  de  la  reglamentación  internacional 
como  son  la Administración de Drogas  y Alimentos  (FDA),  la Asociación Oficial de Químicos 
Analistas  (AOAC),  la  Organización  Internacional  de  Estándares  (ISO  11290‐1  y  11290‐2),  el 
Método  del  Servicio  de  Inspección  y  Seguridad  Alimentaria  del  Dpto.  de  Agricultura  de  los 
EE.UU.  (FSIS‐USDA)  y  la normativa  francesa  (NF V 08‐55  y XP V 08‐062). Dependiendo de  la 
naturaleza del producto, un método particular puede  ser más adecuado que otro,  siendo el 
método de la ISO 11920 (partes 1 y 2) el de elección general, los métodos de la FDA y AOAC los 
recomendados para el análisis de  leche y productos  lácteos, y  la metodología del USDA‐FSIS 
para la carne roja y de ave (cruda o LPC), huevos y derivados y muestras ambientales. 
1.1.6. Legislación de Listeria monocytogenes relacionada con los alimentos 
La  legislación que  compete a  L. monocytogenes en alimentos viene establecida en el 
Reglamento  (CE)  nº  2073/2005  de  la  Comisión  de  15  de  noviembre  de  2005  relativo  a  los 
criterios microbiológicos aplicables a los productos alimenticios (Anónimo, 2005), en  la que se 
establecen los criterios de seguridad alimentaria que marcan la aceptabilidad de un producto o 
lote  de  productos.  También  se  citan  criterios  de  higiene  de  los  procesos  de  producción  de 









los productos que hayan  recibido  tratamiento  térmico u otro proceso eficaz para eliminar  L. 
monocytogenes,  y  cuando  la  recontaminación no  es posible  tras el  tratamiento, no  se exige 
realizar análisis regulares.  
 Alimentos LPC que pueden favorecer el desarrollo de L. monocytogenes, que no 













de  la muestra  cuyo  número  de  bacterias  podrá  situarse  entre m  y M; m,  valor  umbral  del 
número de bacterias; M, valor límite del número de bacterias.  
Otros países  tiene una  legislación mucho más exigente  respecto a L. monocytogenes, 








 Desde  la  antigüedad  el  ser  humano  ha  utilizado  compuestos  orgánicos  para  el 
tratamiento de  enfermedades  infecciosas,  como  el  extracto de  algunas plantas  y hongos de 
algunos  quesos.  En  el  siglo  XIX,  el  prestigioso  francés  Louis  Pasteur  descubrió  que  algunas 
bacterias  saprofitas  podían  destruir  la  bacteria  del  ántrax.  En  1900,  el  bacteriólogo  alemán 
Rudolf von Emmerich aisló una sustancia que podía destruir los microbios causantes del cólera 




sífilis  (1909)  tal  como  lo  refleja  el  documento  de  Uso  de  Antimicrobianos  en  animales  de 
consumo (FAO/OMS, 2004). 
El término “agente antimicrobiano” engloba tanto a  los antibióticos naturales como a 
los  sintéticos,  además  de  a  sustancias  relacionadas  con  los  antibióticos  (antivirales, 
antimicóticos,  agentes  quimioterápicos,  etc.),  por  lo  que  utilizaremos  los  términos 
“antimicrobiano” y “antibiótico” indistintamente.  
1.1.7.2. Clasificación de los antibióticos  
Se  conocen  más  de  15  familias  diferentes  de  antibióticos,  con  distinta  estructura 
química y mecanismo de acción. Por su modo de acción sobre  los microorganismos, podemos 
dividirlos en dos grandes grupos: I) bactericidas que van a ejercer una acción letal e irreversible 





Centro  Europeo  de  Prevención  y  Control  de  Enfermedades  (ECDC)  en  colaboración  con  la 
Agencia Europea del Medicamento (EMEA), el desarrollo de nuevas familias de antimicrobianos 
desde  1950  a  1960  (cefalosporinas  y  carbapenemas),  supuso  un  gran  avance  en medicina 
humana, ya que se consiguieron controlar enfermedades hasta entonces  incurables, y de esta 
forma  favorecer  la  esperanza  de  vida.  Tras  este  éxito  en medicina  humana,  se  comenzó  a 
utilizar  en  el  tratamiento  de  enfermedades  de  animales  y  plantas,  e  incluso  en  industria 
petroquímica o industria alimentaria. 
Actualmente  existen  varias  familias  o  grupos  de  antibióticos,  entre  las  que  se 
encuentran  los  betalactámicos,  penicilinas,  cefalosporinas,  carbapenemas, monobactámicos, 
aminoglucósidos,  quinolonas,  macrólidos,  glicopéptidos,  clindamicinas,  sulfonamidas  y 





microorganismo  es  sensible  a  una  amplia  gama  de  antibióticos  como  penicilina,  ampicilina, 
gentamicina,  eritromicina,  tetraciclinas,  rifampicina,  cotrimoxazol  y  vancomicina.  Presentan 
una pobre  actividad  las  fluoroquinolonas  actuales  y  las  cefalosporinas,  especialmente  las de 
tercera y cuarta generación como cefotaxima y cefepima.  
La resistencia a  los antibióticos (RAM), fue definida por FAO/OIE/OMS (2008) como  la 
capacidad  de  un  microorganismo  de  multiplicarse  o  persistir  en  presencia  de  una  mayor 
cantidad de agente antimicrobiano con relación al homólogo susceptible de la misma especie. 





estudiado  la  sensibilidad  antibiótica  de  cepas  de  L. monocytogenes  de  origen  alimentario  y 





pero  desconocemos  en  qué medida  los  alimentos  de  origen  animal  destinados  al  consumo 
humano son portadores de resistencias. 







de  resistencia  contra  uno o más  antibióticos.  Inicialmente  se monitorizó  la  evolución de  las 






Los beneficios  aportados por  el uso de  los  antibióticos  se  vieron  amenazados por  la 
aparición y propagación de microorganismos  resistentes a  los agentes antimicrobianos. En el 
documento  “La  contención  de  la  resistencia  a  los  antimicrobianos”  difundido  por  la 
Organización Mundial de la Salud (OMS, 2005), se explica que la aparición de la resistencia a los 
antimicrobianos es un  fenómeno natural, que  surge  como  resultado del uso de  los mismos, 
pero  que  está  adquiriendo  un  ritmo  acelerado,  debido  a  la  utilización  inapropiada  de  estos 
medicamentos.  
Se han detectado dos tipos de resistencia, por un lado la resistencia natural o intrínseca 
que  puede  presentarse  mediante  la  interferencia  de  enzimas  inactivadoras,  como  las 
mutaciones espontáneas en genes constitutivos de  las bacterias; y por otro  lado  la resistencia 
adquirida,  que  puede  darse  mediante  mecanismos  de  resistencia  cromosomiales  o 
extracromosomiales, mediados principalmente por plásmidos.  
Debido  a  todo  esto,  en  el  año 2001,  la OMS  lanzó  la primera  estrategia mundial de 
lucha  contra  los  problemas  causados  por  la  aparición  y  propagación  de  la  resistencia  a  los 




El estudio de  la sensibilidad bacteriana a  los antibióticos es una de  las  funciones más 
importantes  de  los  laboratorios  de  microbiología.  Los  métodos  para  este  estudio  pueden 
clasificarse  en métodos  cuantitativos  y  cualitativos.  Los métodos  cuantitativos  son  aquellos 
procedimientos  que  permiten  determinar  la  concentración  mínima  inhibitoria  (CMI)  y  la 
concentración mínima bactericida (CMB).  
Se define  la CMI como  la mínima concentración de antibiótico que en un período de 
tiempo predeterminado, es  capaz de  inhibir el  crecimiento  in vitro de un  inóculo bacteriano 
previamente  estandarizado  (concentración  conocida  de  gérmenes).  Se  define  como  CMB  la 
mínima  concentración  de  un  antibiótico  que  en  un  período  de  tiempo  predeterminado,  es 
capaz  de  inducir  la  muerte  in  vitro  del  99,9%  de  una  población  bacteriana  previamente 
estandarizada.  La  determinación  de  la  CMI  puede  realizarse  por micro  o macro  dilución  en 
caldo, dilución en agar o tiras con un gradiente de antibiótico.  
Los métodos cualitativos (difusión en disco) son aquellos procedimientos que permiten 





1. La  exposición  de  los  seres  humanos  a  Listeria  monocytogenes  se  produce 
fundamentalmente  a  través  de  los  alimentos.  Por  tanto,  es  esencial  conocer  la 










a. Se  ha  medido  el  pH  en  el  medio  de  enriquecimiento  EB,  mediante  tiras 
indicadoras, en diferentes fases del análisis. 
b. Se ha medido la actividad de agua en los distintos momentos del análisis. 
c. Los parámetros anteriores se han medido el día de  la compra, a mitad y  final 
del periodo de duración mínima, en almacenamiento a 4ºC y 10ºC. 
3. La enfermedad se considera poco común, a menudo grave y  la mortalidad es elevada, 
de ahí, que  se  considere de gran  importancia el  conocimiento de  la presentación de 
antibioticorresistencias en las cepas de  Listeria spp. Por ello: 














































































Se  han  analizado  microbiológicamente  varios  grupos  de  productos  cárnicos  cocido 
(LPC),  con  el  fin  de  determinar  el  recuento  de  L.  monocytogenes/g  y  la  detección  de  L. 
monocytogenes/25 g a lo largo del periodo de duración mínima de los productos. 
El  número  de  muestras  analizadas  de  estos  productos  es  de  51  y  se  presentan 
envasadas  al  vacío  o  en  atmósfera  protectora  (Tabla  5).  Los  productos  se  compraron  en 
supermercados  de  la  ciudad  de  Zaragoza,  adquiriéndose  cinco  envases  de  cada  uno, 
pertenecientes  al  mismo  lote  y  con  idéntico  periodo  de  duración  mínima.  Los  análisis 
microbiológicos  se  realizaron  el mismo  día  de  la  compra,  a mitad  del  periodo  de  duración 
mínima  almacenados  a  4ºC  Y  10º  C  y  final  de  este  periodo,  almacenadas  a  las  mismas 
temperaturas.  
Desde el momento de la compra de los productos hasta el comienzo del primer análisis 
no  transcurrieron más  de  4º  C  y  siempre  se  conservaron  en  neveras  portátiles  con  placas 
congeladoras. A la llegada al laboratorio se distribuyeron las muestras de alimentos a 4ºC y 10 






Paleta/Jamón de cerdo  20  10  1  9 
Chóped  3  1    2 
Mortadela  4      4 
Jamón de Pavo  11  8    3 
Salchichas  6      6 
Otros (Bull blanco, lomo sajonia, lacón asado, cabeza 
de jabalí, cabeza de cerdo, pate , galantita de pavo)  7  7     
Total  51  26  1  24 
 
Para la elección de los productos cárnicos cocidos, nos hemos basado en la Decisión de 
la  Comisión  (2010/75/UE)  (Anónimo,  2010),  en  la  que  recoge  “el  programa  de  seguimiento 
coordinado de  la prevalencia de L. monocytogenes en determinados LPC para el consumo en 
los Estados miembros”, en el Articulo 4, referente a muestreo, análisis y registro de datos por 
parte de  los  Estados miembros,  los  alimentos que  incluimos  en  esta  categoría  (Anexo  I, 1.3 






manipulados  de  otro modo  después  del  tratamiento  térmico  y  antes  del  envasado.  Cabe  la 
posibilidad de que  los productos se hayan ahumado después del tratamiento térmico. En esta 



















Siguiendo  la normativa UNE‐EN‐ISO 11290‐2 para recuentos bajos  (2005)  (Figura X), y 
tras haber realizado la toma de muestras en caldo de enriquecimiento Fraser sin suplementos, 








 Se  añaden  los  suplementos  selectivos  Fraser  1/2,  que  contienen  citrato  amónico 
férrico,  ácido  nalidíxico  y  clorhidrato  de  acriflavina,  en  cada  una  de  las  muestras 




(enriquecimiento  secundario). Transcurridas  las 48 h de  incubación de  las muestras en  caldo 









medio de  cultivo utilizado  en  este  caso  es  el  caldo ONE‐Listeria.  El  caldo One‐Listeria  es un 
medio muy nutritivo para la recuperación y crecimiento de Listeria spp., a su vez es inhibidor de 
microorganismos competentes e incorpora una mezcla equilibrada de peptonas, carbohidratos 
y sales para  la  revivificación,  recuperación y crecimiento Listeria spp. a partir de muestras de 
alimentos en 24 horas.  
3.2.3.3.2. Investigación L. monocytogenes 
Se  sigue  la  sistemática  señalada  por  el  método  de  cultivo  rápido  Listeria  PrecisTM 
validado por la AFNOR (Oxoid, 2010). Tras realizar la toma de muestras, homogeneización y el 
recuento de L. monocytogenes, se añade el suplemento selectivo para caldo ONE‐Listeria y se 




























investigación  de  L.  monocytogenes  siguiendo  la  norma  mexicana  NOM‐143‐SSA1‐1995 
(Anónimo, 1995). 
Tras  realizar  la  toma de muestras, se  incuban  los enriquecimientos en caldo EB  (TSB, 
extracto  de  levadura  0,6  %  y  piruvato  de  sodio  al  0,1  %  (p/v)),  a  30ºC  durante  24  h. 










El  Agar  ALOA  es  un medio  de  cultivo  selectivo  y  diferencial  para  el  aislamiento  de 
Listeria  spp.  de  todo  tipo  de  muestras  que  permite  la  identificación  especifica  de  L. 
monocytogenes. 




y  cicloheximida.  La  acción  diferencial  es  debida  a  la  presencia  en  el medio  de  un  sustrato 
cromogénico  especifico  el  “X‐glucosido”  que  detecta  la  actividad  del  enzima  β‐glucosidasa, 
común a  todas  las especies  Listeria, y que  colorea  las  colonias de azul verdoso.  La actividad 
específica  diferencial  la  aporta  el  sustrato  4α‐fosfatidilinositol,  que  en  presencia  de  una 











innocua, L.  ivanovii y L. welshimeri) basándose en  la detección específica de  la actividad de  la 
PIPLC (fosfatidilinisitol fosfolipasa C) y capacidad de esta para metabolizar la xilosa.  
Sólo  dos  especies  demuestran  actividad  PIPLC,  L.  monocytogenes  y  L.  ivanovii.  La 
adición de xilosa al medio permite  la diferenciación de estas dos especies: L.  ivanovii produce 
colonias de color gris‐azulado con un viraje del medio a color amarillo, basada en su capacidad 






sangre  (TSA,  extracto  de  levadura  0,6%  y  sangre  desfibrinada  de  caballo  7%).  Como  cepas 
control  para  la  hemólisis  se  utilizan  L. monocytogenes  CECT  5366,  L.  innocua  CECT  910,  L. 
ivanovii CECT 913 y L. grayi CECT942,. Tanto los tubos como las placas de agar sangre se llevan 
a incubar durante 24 h a 37ºC 
Para  llevar  a  cabo  la  caracterización  bioquímica  final  de  las  cepas  aisladas  de  las 
muestras de productos cárnicos cocidos, se hace uso de las Galerías API Listeria, que consisten 









Con  la  finalidad  de  comprobar  una  relación  entre  el  pH  y  la  supervivencia  del  L. 
monocytogenes en  los productos cárnicos LPC a  lo  largo de su periodo de duración mínimo a 
4ºC y 10º C y durante  su periodo de  incubación,  se ha medido el pH  con  tiras  reactivas pH‐
indicator  strips.  Esta  medida  se  ha  realizado  en  tres  fases  durante  la  investigación  de  L. 
monocytogenes  en  las  muestras  preenriquecidas  en  caldo  EB:  tras  6  h  de  incubación  (sin 
suplemento antibiótico), tras 24 h y 48 h de incubación (con suplemento antibiótico).  
3.2.7. Medida de la aw  




Antes  de  comenzar  las  medidas  en  el  Decagón  CX‐1,  se  ha  llevado  a  cabo  una 
calibración  del  aparato.  Tal  como  indica  el  fabricante,  seleccionamos  tres  soluciones  patrón 
saturadas para  calibrar  el  equipo, una  solución de  cloruro de  sodio  (NaCl), otra  solución de 
24 
 
dicromato potásico  (K2Cr2O7), una  tercera solución de sulfato de potasio  (K2SO4) y por ultimo 
H2O  destilada.  De  cada  una  de  ellas,  se  realiza  tres  medidas  para  comprobar  que  las  aw 














  1,007  0,995  0,990  0,752 
  1,007  0,992  0,984  0,767 
  1,013  0,989  0,986  0,765 
MEDIA  1,009  0,992  0,987  0,761 
DS  0,0034641  0,003  0,00305505  0,008144528 
 
Para asegurarnos el buen funcionamiento del equipo a  lo  largo del tiempo de trabajo, 
cada uno de  los días de toma de muestras, se realiza  la medida de  las soluciones patrón para 
comprobar el correcto funcionamiento del aparato durante el tiempo de estudio (Tabla 7).  
Tabla 7: Lectura (media ± desviación estándar) de las soluciones patrón durante el tiempo de estudio. 
  NaCl (0,753)  K2SO4 (0,973)  K2Cr2O7 (0,98) 
MEDIA  0,757  0,984  0,992 




Se ha  llevado a  cabo  la  calibración del espectrofotómetro Spectronic 20 para ajustar 
con la mayor exactitud posible, las indicaciones de medida del instrumento, con los valores que 
ha de medir. De forma que, tal como indica la Decisión de la comisión del 12 de agosto de 2002 
por  la  que  se  aplica  la  Directiva  96/23/CE  del  Consejo  en  cuanto  al  funcionamiento  de  los 
métodos analíticos y  la  interpretación de  los resultados (punto 3.1.1.5 Curvas de calibración), 
se han realizado cinco mediciones de transmitancia de cinco concentraciones de una solución 
de cromato potásico  (CrO4K2) en hidróxido potásico  (KOH) 0,5 N. De este modo se cumple el 
requisito de una  lectura mínima de cinco niveles de concentración que nos  indica  la Directiva 
para la construcción de la curva (Figura 2). 
El intervalo de trabajo de la curva es de 0% a 100% de transmitancia, pero el fabricante 
































de  L. monocytogenes  aislada  de  alimento  en medio  BHI  y  se  han  realizado  15 medidas  de 
transmitancia durante  su  incubación a 37ºC  con  intervalos de 5‐15 minutos. A  la vez que  se 
realizaban las medidas, se ha sembrando en PCA a partir de las diluciones decimales ‐6, ‐7 y ‐8 
por  homogeneización  en masa.  Tras  la  incubación  de  las  placas  durante  24  h  a  37ºC  y  la 
posterior lectura de los recuentos se calcula el logaritmo de la población que corresponde con 
cada  porcentaje  de  transmitancia.  De  este  modo  se  construye  la  curva  de  crecimiento, 
representando el porcentaje de transmitancia alcanzado para cada medida frente al log UFC/ml 
obtenido en el recuento (Figura 3).  




valor  x  por  el  log  UFC/ml  buscado  (8,3‐8,7),  obtenemos  una  transmitancia  de  50%  y  71% 
respectivamente, rango que nos va a asegurar que en los ensayos obtengamos concentraciones 
de L. monocytogenes de 2‐5x108 UFC/ml. 




























Se  trata  de  un método  cualitativo  y  se  ha  llevado  a  cabo  siguiendo  el método  de 
referencia  para  difusión  en  disco  recomendado  por  el  Instituto  de  Estándares  Clínicos  y  de 
Laboratorio  Clínico  (CLSI)  y  el  Comité  del  Antibiograma  de  la  Sociedad  Francesa  de 





por  la  técnica de difusión  en disco para bacterias Gram  +,  se han utilizado  cuatro  cepas de 
referencia: 
‐Escherichia coli ATTCC 25922®: Beta‐lactamasa negativa. 







Para  la  realización  del  estudio  de  antibiorresistencia  se  han  utilizado  51  cepas  de 
Listeria  spp.,  26  identificadas  como  a  L.  monocytogenes  y  25  como  L.  innocua,  aisladas 





Tabla  8:  Cepas  Listeria  spp.  aisladas  de  los  productos  cárnicos  LPC  en  las  que  se  ha  estudiado  la 
antibiorresistencia. 
    Grupo Alimento  
Especie (nº)  Jamón 
cerdo  Mortadela  Chóped  Jamón pavo  Salchichas  Otros  Total 
L. monocytogenes   16  4 6  26
L. innocua  9  4 2 3 7  25
 
3.2.8.3.3. Preparación del inóculo 
Se  ha  tomado  una  bolita  del  criovial  de  cada  una  de  las  cepas  de  identificadas,  en 
condiciones de esterilidad,  y  se ha  resuspendido en  tubos de ensayo  con 5 ml de  caldo BHI 
previamente esterilizado. Se homogeneiza en rotatubos y se introduce en baño con agitación a 
37º C durante  12 horas.  Posteriormente  se  homogenizan  los  tubos  y  se  transfiere un  asa  a 
nuevo tubo con 12 ml de caldo BHI, se homogeneiza y se  lleva a estufa de  incubación a 37ºC 
durante  toda  la noche; al mismo  tiempo  se aísla mediante  siembra por agotamiento en TSA 




transmitancia  en  tubos  de  Spectronic  a  valores  aproximados  de  61%  que  asegura  obtener 








tubo de dilución, se siembran  las placas realizando estrías muy próximas a  lo  largo de toda  la 




dispensador multicanal  (4 o 3 discos por placa). En  la Tabla 9 se muestran  los 20 antibióticos 
estudiados para L. monocytogenes y L. innocua además de los 5 supernumerarios testados para 













Tras  las 24 horas de  incubación de  las placas se realiza  la  lectura de  los recuentos en 
PCA  para  comprobar  que  los  porcentajes  de  transmitancia  se  corresponden  con  las 




correcto  crecimiento  bacteriano.  El  resultado  es  cualitativo  y  se  expresa  como  sensible, 
intermedia  o  resistente,  dependiendo  de  la medida  del  halo,  como muestra  la  Figura  4.  Si 




































En  las  cepas  cuya  lectura del  resultado en el  test de difusión en disco haya  causado 
alguna  duda,  se  ha  realizado  el  E‐test  para  determinar  la  concentración mínima  inhibitoria 
(CMI).  Se  ha  llevado  a  cabo  siguiendo  las  recomendaciones  de  CLSI  y  el  EUCAST.  El 




la  placa  Petri.  A  continuación,  las  placas  se  llevan  a  incubar  durante  24  h  a  37ºC.  Tras  la 
incubación se realiza  la  lectura de  las placas, de forma que se observa una zona de  inhibición 










De  los 51 productos  cárnicos  cocidos muestreados analizados el día de  la  compra, a 
mitad y a final de su periodo de duración mínima almacenados a 4ºC y 10ºC, únicamente 3 de 
las muestras obtuvieron recuento de L. monocytogenes (5,9%), perteneciendo todas ellas a  la 
categoría  de  jamón  cocido.  Como  se  puede  ver  en  la  Tabla  10,  ninguna  de  ellas  presentó 





Tabla 10: Recuentos bajos  (ufc/g) de  L. monocytogenes obtenidos  a  lo  largo del periodo de duración 
mínima (PDM). 
Nº  Tipo de alimento  MPDM4º  MPDM10º  FPDM4º  FPDM10º 
N12  Finas lonchas cabeza cerdo   2,9x102  3,3x102  1,0x102  7,0x102 
N17  Jamón cocido extra  <10  <10  <10  5,9x102 
N49  Jamón cocido extra   <10  1,0x102  <10  1,0x10 
MPDM, mitad del periodo de duración mínima; FPDM, final del periodo de duración mínima. 
4.1.2 Detección de Listeria spp. 
Tras  la detección de Listeria spp. en  los tres preenriquecimientos utilizados, a  lo  largo 
de su periodo de duración mínima, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 11. 
Tabla  11:  Porcentaje de muestras positivas  a  la detección de  Listeria  spp./25  g por  tipo de producto 
cocido a lo largo de su periodo de duración mínima.  
Tipo de producto
(nº muestras)  Día 0  MPDM 4ºC  MPDM 10º C  FPDM 4ºC  FPDM 10ºC 
Paleta/Jamón cocido (20)  10 (5)  10 (15)  20 (10)  10 ( 15)  20 (20) 
Chóped (3)  0 (0)  0 (33,3)  0 (33,3)  0 (33,3)  0 (33,3) 
Mortadela (4)  0 (0)  0 (0)  0 (0)  0 (0)  0 (0) 
Pavo (11)  0 (0)  0 (18,2)  9,1(0)  9,1 (0)  0 (0) 
Salchichas (6)  0 (0)  0 (16,7)  0 (0)  0 (33,3)  0 (16,7) 




monocytogenes y un 5% a L.  innocua, perteneciendo  todas ellas al grupo de  jamón cocido. A 
mitad del periodo de duración mínima en  los productos almacenando  los a 4ºC, se obtuvo un 




galantina,  lacón  asado);  para  L.  innocua  se  obtuvo  un  15%  en  jamón  cocido,  un  33,3 %  en 
chóped, un 18% en pavo, un 16,7 % en salchichas y un 28,6 % en otros productos entre los que 
incluimos  cabeza  de  jabalí,  bull,  lomo  sajonia.  A  mitad  del  periodo  de  duración  mínima 




mínima,  a  la  temperatura  de  4ºC,  se  observa  un  10%  de  muestras  positivas  a  la  especie 
patógena en jamón cocido, un 91% para pavo, y un 14,3% para otros productos; siendo para L. 
innocua de un 15% en jamón cocido, un 33,3% en chóped, un 33,3% en salchichas y un 14,3% 





L.  monocytogenes  han  presentado  son  jamón  cocido  y  la  categoría  de  otros  productos, 
seguidos  de  los  productos  de  pavo.  No  se  han  observado  muestras  positivas  en  chóped, 
mortadela, ni salchichas.  
4.1.3 Evolución de la presencia de Listeria spp. a lo largo del periodo de duración mínima. 
Todas  las  muestras  de  productos  cárnicos  han  sido  analizadas  después  de  su 
almacenamiento a 4ºC y 10ºC durante su periodo de duración mínima. De forma que como se 
muestra  en  la  Figura  6,  la  presencia  de  L.  monocytogenes,  cuando  los  productos  son 





Se  observa  un  mayor  aumento  de  la  especie  patógena,  durante  el  tiempo  de 
conservación,  que  de  L.  innocua,  que  se mantiene más  estable. Además,  se  observa mayor 
número  de muestras  positivas  a mitad  del  periodo  de  duración mínima  del  producto,  con 
excepción L. monocytogenes, que tiene mayor número al final cuando  los productos han sido 
almacenados a 10ºC. 
El Reglamento  (CE) Nº 1441/2007 DE  LA COMISIÓN de 5 de diciembre de  2007 que 
modifica el Reglamento  (CE) nº 2073/2005 relativo a  los criterios microbiológicos aplicables a 
los  productos  alimenticios  (Anónimo,  2007)  señala  como  criterio  microbiológico  para  el 
recuento de L. monocytogenes en los alimentos LPC que pueden favorecer su desarrollo y que 


































Figura  6:  Evolución  del  número  de muestras  positivas  a  la  presencia  de  Listeria  spp.,  a  lo  largo  del 
periodo de duración mínima.  
Respecto a la detección de L. monocytogenes/25 g, el criterio establece en este tipo de 
productos,  ausencia  del microorganismo  en  25  g  antes  de  que  el  alimento  haya  dejado  el 
control inmediato del explotador de la empresa alimentaria que lo ha producido. De modo que, 






de  muestras  positivas  tras  analizar  3405  productos  cárnicos  cocidos.  Elson  y  col.  (2004) 
detectaron una prevalencia menor  (2,2%) en 4078 muestras de  carne  cocida  fileteada  (2894 
muestras)  y  de  patés  (1184 muestras).  Esta  baja  prevalencia  también  ha  sido mostrada por 
Wong y col.  (2005) que analizando 300 muestras de patés y 104 de  jamón cocido envasado, 
detectaron  1  muestra  con  recuento  de  1,7x103  ufc/g  y  un  1%  de  muestras  positivas 
respectivamente.  En  dos  estudios  más  recientes  han  mostrado  incidencias  de  la  bacteria 
patógena en estos mismos productos de 1,1%  con  recuentos  siempre  inferiores  a 100 ufc/g 
(Uyttendaele y col., 2009) y de 7,4% (Pérez‐Rodríguez y col., 2010).  
Cornelius  y  col.  (2008)  realizaron  un  estudio  de  prevalencia,  en  Nueva  Zelanda,  de 
Listeria spp. en 301 muestras de jamón cocido, encontrando la especie patógena en 10 de ellas, 
y  ésta  junto  a  L.  innocua  en  3 muestras. Otros  estudios  de  prevalencia  en Nueva  Zelanda, 
llevados a cabo con anterioridad, reportaron un 2,9% de productos de cerdo LPC positivos a la 










A  las colonias con morfología  típica de L. monocytogenes o de L.  innocua aisladas en 
agar ALOA  (Figura 7) y agar Rapid’L. mono  (Figura 8), se  les realizó unas pruebas bioquímicas 












  L. monocytogenes  L. innocua  L. ivanovii  L. grayi 
Ramnosa  +  +/‐  ‐  + 
Manitol  ‐  ‐  ‐  + 
Xilosa  ‐  ‐  +  ‐ 





























a  4ºC,  el  grupo  de  otros  productos  presenta  la mayor  actividad  de  agua  y  las  salchichas, 
nuevamente, el que menor. En el almacenamiento a 10 ºC, a mitad del periodo de duración 
mínima,  el  grupo  que  presenta mayor  aw  fue  la mortadela  (0,996±0,010)  y  el  de menor  las 
salchichas, mientras que al final del periodo de duración mínima fue el grupo de jamón cocido 






aw  Día 0  MPDM 4ºC  MPDM 10ºC  FPDM 4ºC  FPDM10ºC 
Paleta/jamón cocido  0,996±0,009  0,993±0,007  0,992±0,002  0,992±0,005  0,991±0,006 
Chóped  0,994±0,006  0,985±0.011  0,990±0,014  0,990±0,011  0,989±0,008 
Mortadela  0,993±0,003  0,997±0,009  0,996±0,010  0,992±0,007  0,990±0,008 
Salchichas  0,985±0,009  0,984±0,007  0,985±0,010  0,985±0,009  0,974±0,010 
Pavo  0,991±0,005  0,994±0,009  0,994±0,011  0,994±0,012  0,988±0,010 
Otros  0,992±0,011  0,999±0,009  0,991±0,007  0,996±0,012  0,990±0,006 
MPDM, mitad del periodo de duración mínima; FPDM, final del periodo de duración mínima. 
 
Como se muestras en  la Figura 11,  la evolución de  la aw en función de  la temperatura 
de almacenamiento del producto, sigue una tendencia diferente. Observándose que a 4ºC, se 
encuentra prácticamente estable a lo largo de su periodo de duración mínima; mientras que a 




























en  caldo  EB,  a  lo  largo  de  su  periodo  de  duración mínima.  En  la  Tabla  14,  se muestran  los 













Paleta/jamón cocido  6,95±0,23  6,86±0,25  6,685±0,40  6,72±0,40  6,67±0,43 
Chóped  6,83±0,47  6,73±0,40  6,6±0,36  6,8±0,36  6,86±0,35 
Mortadela  6,8±0,46  6,97±0,33  6,95±0,49  6,92±0,53  6,85±0,44 
Salchichas  6,91±0,60  6,68±0,57  6,76±0,68  6,45±0,54  6,6±0,56 
Pavo  6,91±0,32  7±0,36  6,70±0,71  6,66±0,35  6,61±0,32 






























Figura  12:  Evolución  del  pH  del  enriquecimiento  en  EB  en  función  del  tiempo  y  temperatura  de 
almacenamiento. 
 
Durante  la  incubación  del  medio  de  enriquecimiento  para  la  detección  de  L. 

































enriquecimiento.  Los  resultado  se  expresan  como  la  efectividad  del  método  de 
enriquecimiento  en  la  detección  de  L. monocytogenes,  L.  innocua  y  de  ambas  especies  en 
conjunto.  
En  la detección de  L. monocytogenes en  caldo  Fraser  frente a  caldo ONE‐Listeria,  se 
obtuvieron  9  resultados  positivos  en  caldo  Fraser  que  en  caldo  ONE‐Listeria  mostraron 
resultado negativo;  solo 3  análisis positivos que  se  aislaron mediante  caldo ONE‐Listeria, no 
fueron  identificados como positivos mediante caldo Fraser y 10 positivos  fueron coincidentes 
con los dos medios (Tabla 15).  
Si  comparamos  el  caldo  Fraser  con  el  caldo  EB,  17  resultados  positivos  aislados 
mediante  caldo  Fraser,  fueron  negativos  mediante  caldo  EB;  2  análisis  positivos  fueron 
coincidentes en ambos medios y un análisis positivo en caldo EB, no lo fue en Fraser.  
Por último, si tenemos en cuenta  los resultados obtenidos en caldo ONE‐Listeria y en 
caldo  EB,  11  análisis  resultaron  positivos  con  caldo ONE‐Listeria  y  negativos  en  caldo  EB,  2 
resultados  fueron  coincidentes  y  solo  un  resultado  fue  positivo mediante  caldo  EB,  dando 
negativo en caldo ONE‐Listeria.  














FRASER  ‐ 233  3  236 
   + 9  10  19 




FRASER  ‐ 235 1 236
   + 17 2 19




ONE  ‐ 241 1 242
   + 11 2 13











L. innocua  ONE  Total ‐  +   
FRASER  ‐ 225 1 226
   + 20 9 29




FRASER  ‐ 225 1 226
   + 24 5 29




ONE  ‐ 243 2 245
   + 6 4 10




Listeria spp.  ONE  Total ‐  +   
FRASER  ‐ 211 1 212
   + 22 21 43




FRASER  ‐ 212 0 212
   + 35 8 43




ONE  ‐ 233 0 233
   + 14 8 22
Total 247 8 255
 
4.4.2 Influencia del tiempo de almacenamiento del producto 
Tras  aplicar  el  análisis  estadístico  de  Chi‐cuadrado  a  los  resultados  de  las  especie 
patógena  de  Listeria,  se  observa  que  es  significativamente  mayor  (p<0,05)  el  numero  de 
muestras positivas al final del periodo de duración mínima que en  la mitad de dicho periodo. 
Esta tendencia no se mantiene para L. innocua ni para las dos especies en conjunto (Tabla 18), 













‐ 87  6  93 
+ 5  4  9 







‐ 80  8  88 
+ 8  6  14 







‐ 72  10  82 
+ 10  10  20 
Total  82  20  102 
 
4.4.3 Influencia de la temperatura de almacenamiento del producto 
Al observar  la  influencia de  la temperatura de almacenamiento, se comprueba que es 
significativamente mayor el número de análisis positivos en  los productos mantenidos a 10ºC 
que a 4ºC,  sin  tener en cuenta el  tiempo de almacenamiento, para L. monocytogenes  (Tabla 








4ºC  ‐ 87  8  95 
  + 3  4  7 





4ºC  ‐ 83  3  86 
  + 7  9  16 





4ºC  ‐ 84  5  89 
   + 6  7  13 









mitad  del  periodo  de  duración  mínima  entre  4ºC  y  10ºC,  siendo  mayores  en  esta  última 
temperatura.  Esto mismo  se  repite  al  final  del  periodo  de  duración mínima,  en  la  que  se 
obtienen mayor número de resultados positivos en almacenamiento a 10ºC.  




Para  las dos  especies  en  conjunto,  si  existen  diferencias  significativas  (p<0,05)  entre 
ambas  temperaturas  de  almacenamiento  en  los  análisis  a  la mitad  y  final  del  periodo  de 
duración mínima. Además  se  observan  diferencias  estadísticas  (p<0,05)  entre  los  resultados 
positivos a la mitad y final del periodo de duración mínima almacenadas a 10ºC, siendo mayor 
el número de análisis positivos al final del periodo. 
4.4.5  Relación  del  ennegrecimiento  del medio  de  enriquecimiento  con  la  presencia  de 
Listeria spp. 
Las especies del género Listeria son esculina positivas. Esta actividad se debe a la acción 
del  enzima  metabólico  β‐glucosidasa  que  reduce  la  esculina  a  6,7‐dihidroxicoumarina 
(esculetina)  dando  lugar  a  una  coloración  parda  a  negra  del medio  en  presencia  de  citrato 
férrico.  Una  de  las  características  del medio  selectivo  caldo  Fraser  y  caldo  ONE‐Listeria  es 








Una  posible  explicación  de  este  comportamiento  de  los medios  de  enriquecimiento 
podría  ser que el  caldo  Fraser  a media  concentración  actúe muy  selectivamente eliminando 
durante  su  incubación  el  resto  de microbiota  presente  en  la muestra.  De  esta manera,  al 
inocular el medio Fraser a concentración normal, solamente crecería Listeria spp. en el caso de 
estar presente en  la muestra. Rodrigues y col.  (1995) encontraron un elevado porcentaje de 










E+/R+  E‐/R+  E+/R‐  E‐/R‐  Total  E+/R+  E‐/R+  E+/R‐  E‐/R‐  Total 
Alimento DÍA 0  7,8  0,0  19,6  72,5  100  5,9  2,0  5,9  86,3  100 
Alimento MPDM 4ºC  21,6  3,9  31,4  43,1  100  17,6  7,8  11,8  62,7  100 
Alimento MPDM 10ºC 25,5  0,0  25,5  49,0  100  19,6  5,9  5,9  68,6  100 
Alimento FPDM 4ºC  17,6  2,0  45,1  35,3  100  13,7  5,9  13,7  66,7  100 






lo  mismo  en  los  análisis  que  resultaron  negativos  en  la  detección  y  que  si  mostraron 
ennegrecimiento,  aunque  estos  porcentajes  son  inferiores  a  los  obtenidos  en  caldo  Fraser 
media concentración. 




E+/R+  E‐/R+  E+/R‐  E‐/R‐  Total 
Alimento DÍA 0  3,9  0,0  9,8  86,3  100 
Alimento MPDM 4ºC  11,8  0,0  27,5  60,8  100 
Alimento MPDM 10ºC 5,9  0,0  21,6  72,5  100 
Alimento FPDM 4ºC  9,8  0,0  33,3  56,9  100 
















Se  ha  estudiado  la  antibiorresistencia  de  26  cepas  de  L. monocytogenes  y  25  de  L. 
innocua.  Tras  realizar  el  ajuste  de  la  transmitancia  en  el  aparato  Spectronic  20  y  realizar  el 
recuento  en  PCA,  todas  las  cepas  estudiadas  alcanzaron  el  crecimiento  requerido  (2,5x108 
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Figura 15: Representación de  los recuentos ± desviación estándar de  las cepas de L.  innocua obtenidos 
tras el ajuste de la transmitancia.  
 
















del año 2010, con  los de  la Sociedad Británica de Quimioterapia Antimicrobiana  (BSAC) y con 
las  recomendaciones  para  control  de  calidad  interno  del  Comité  Europeo  de  Pruebas  de 




Antibiótico  E. coli  P. aeruginosa  S. aureus  E. faecalis 
Amoxicilina/clavulánico  23 (22‐27)       
Ampicilina  18(16‐22)      30(26‐35) 
Ciprofloxacino  37(31‐38)  28(29‐36,5)    26(21‐27) 
Claritromicina         
Clindamicina      30(26‐33)   
Cloranfenicol  26 (21‐27)      27(20‐26) 
Gentamicina  23 (22‐26,5)  20(22‐28)  27(24‐28,5)  13(12‐18) 
Imipenem  33(33‐37)  26(24,5‐29,5)    29(28‐32) 
Levofloxacino  33(29‐37)  24(23‐29)     
Linezolid         
Meropenem  35(28‐34)  33(32‐39)    24(22‐28) 
Moxifloxacino  33(28‐35)      28(22‐28) 
Oxacilina      26(27‐34)   
Penicilina G      38(31‐38,5)   
Rifampicina      40(34‐39)   
Sulfametoxazol‐trimetoprim  30(25,5‐30,5)    36(28‐32,5)   
Teicoplanina      20(17‐20)  19(19‐25) 
Tetraciclina  25(18‐25)       
Tigeciclina  24(20‐27)      24(20‐26) 
Vancomicina      20(17,5‐20,5)  20(13‐19) 
 
Como  se  ve  en  la  Tabla  23,  para  algunos  antibióticos,  los  valores  registrados  de 
diámetro de inhibición (mm) no están dentro del intervalo establecido. Ello puede deberse a la 
poca estandarización de los discos, como se refleja en el trabajo de (Obregón y Zavaleta, 2006) 






Teniendo en  cuenta  las  recomendaciones del Comité de Expertos de Estandarización 
biológica  de  la OMS  (documento  nº  610,1977),  se  formaron  diferentes  comités,  cuyo  fin  es 
determinar  la sensibilidad a  los antimicrobianos, para  intentar determinar  los valores críticos 
que  delimitan  unas  categorías  clínicas.  Entre  ellos  se  encuentran  CA‐SFM  y  la  BSAC  ambos 
componentes  del  EUCAST  o  el  CLSI,  que  actualizan  los  valores  críticos  definidos  para  las 
concentraciones y los diámetros de inhibición de cada grupo o especie bacteriana. 
En  Europa  en  2002,  se  creó  el  EUCAST  para  intentar  armonizar  los  criterios 
metodológicos y de interpretación de los test de sensibilidad a los antibióticos.  




determina  la  CMI  podría  tratarse  de  forma  adecuada  empleando  las  dosis  habituales  de 
antibiótico. 
‐  Intermedio,  el  valor  de  CMI  se  aproxima  a  las  concentraciones  de  antimicrobiano 
alcanzables en sangre o tejidos y que puede esperarse eficacia clínica en aquellas localizaciones 
en  las  que  se  alcanzan  altas  concentraciones  o  cuando  se  emplean  dosis más  altas  de  lo 
habitual. 
‐  Resistente,  se  refiere  a  aquellos  microorganismos  que  no  se  inhiben  por  las 
concentraciones habitualmente alcanzadas en  sangre/tejidos, o aquellos microorganismos en 
los que existen mecanismos de resistencia específicos para el agente estudiado y no ha habido 
una  adecuada  respuesta  cuando  se  ha  usado  como  tratamiento  el  correspondiente 
antimicrobiano.  
4.5.3.1. Método de difusión en disco 
El  diámetro  de  la  zona  de  inhibición  (mm)  es  inversamente  proporcional  a  la 
concentración mínima inhibitoria. En la Tabla 24 se muestran los antibióticos estudiados con la 
abreviatura y carga de antibiótico así como el rango (mm) de sensibilidad y resistencia. 
De  los  20  antibióticos  estudiados  para  ambas  especies  y  los  5  supernumerarios 



























Amoxicilina/clavulánico  AMC; 30 μg ≥ 23 < 16 
Ampicilina  AMP; 10 μg ≥ 21 < 16 
Ciprofloxacino CIP; 5 μg ≥ 25 < 22 
Claritromicinaa CLR; 15 μg ≥ 22 < 17 
Clindamicina  DA; 2 μg ≥ 15 < 15 
Cloranfenicol  C; 30 μg ≥ 23 < 19 
Gentamicina  CN; 10 μg ≥ 18 < 16 
Imipenem  IPM; 10 μg ≥ 24 < 17 
Levofloxacino LEV; 5 μg ≥ 20 < 17 
Linezolid  LZD; 30 μg ≥ 28 < 24 
Meropenemb  MEM; 10 μg ≥ 26 < 26 
Moxifloxacino MXF; 5 μg ≥ 24 < 21 
Oxacilina  OX; 1 μg ≥ 20 < 20 
Penicilina G  P; 10 μg ≥ 29 < 18 
Rifampicina  RD; 30 μg ≥ 19 < 14 
Sulfametoxazol/Trimetoprimb  SXT; 25 μg ≥ 29 < 29 
Teicoplanina  TEC; 30 μg ≥ 17 ‐ 
Tetraciclina  TE; 30 μg ≥ 19 < 17 
Tigeciclina  TGC; 15 μg ≥ 22 < 22 






Eritromicinab  E; 15 μg ≥ 25 < 25 
Estreptomicina S; 10 μg ≥ 15 < 13 
Minociclina  MH; 30 μg ≥ 19 < 17 
Sulfametoxazol RL; 25 μg ≥ 17 < 12 








antibiótico, expresándose el resultado en μg/ml. Si el crecimiento  toca  la sección negra de  la 
tira,  se  interpreta  como  el  valor  en  la  siguiente  sección  blanca  por  encima  de  donde  el 







Se ha  estudiado  la  susceptibilidad de  3  cepas de  L.  innocua  frente  al  ciprofloxacino, 
dando como  resultado susceptibilidad  intermedia mediante el método disco‐placa; a 6 cepas 
de esta misma especie en las que se obtuvo sensibilidad intermedia frente a la penicilina G; y a 
12  cepas  que  presentaron  resistencia  frente  a  la  tetraciclina  en  el  test  disco‐placa,  pero 









































Ciprofloxacino (3)                         3                       
Penicilina G (6)                         4  2                     







De  las 6 cepas de L.  innocua en  las que se ha estudiado su susceptibilidad  frente a  la 
penicilina G, en  las 6 se ha confirmado su sensibilidad  intermedia a dicho antibiótico, ya que 




















S*  I  R  S  I  R 
β‐ Lactámicos                
Amoxicilina‐ác. clavulánico  AMC; 30 μg  100      100     
Ampicilina  AMP; 10 μg  100      100     
Oxacilina  OX; 1 μg      100      100 
Penicilina G  P; 10 μg  100      76,0    24,0 
Aminoglucósidos                
Gentamicina  CN; 10 μg  100      100     
Estreptomicina  S; 10 μg  100      100     
Glucopéptidos                
Vancomicina  VA; 30 μg  100      100     
Teicoplanina  TEC; 30 μg  100      100     
Macrólidos                
Claritromicina  CLR; 15 μg  100      100     
Eritromicina  E; 15 μg  100      100     
Tetraciclinas                
Tetraciclina  TE; 30 μg  100      48,0    52,0 
Minociclina  MH; 30 μg  100      100     
Fluoroquinolonas                
Ciprofloxacino  CIP; 5 μg  100      100     
Levofloxacino  LEV; 5 μg  100      100     
Moxifloxacino  MXF; 5 μg  100      100     
Carbapenemas                
Imipenem  IPM; 10 μg  100      100     
Meropenem  MEM; 10 μg  100      100     
Fenicoles                
Cloranfenicol  C; 30 μg  100      100     
Oxazolidinonas                
Linezolid  LZD; 30 μg  100      100     
Sulfamidas                
Sulfametoxazol‐trimetoprim  SXT; 25 μg  100      100     
Sulfametoxazol  RL; 25 μg  100      100     
Trimetoprim  W; 5 μg  100      100     
Lincosamidas                
Clindamicina  DA; 2 μg  80,8    19,2  20,0    80,0 
Glicilciclinas                
Tigeciclina  TGC; 15 μg  100      100     
Rifampicinas                






De  los  25  antibióticos  utilizados  para  realizar  este  ensayo  de  susceptibilidad 
antimicrobiana frente a Listeria spp. se ha comprobado la resistencia de esta bacteria a varios 
de ellos, dependiendo de  la especie. De  forma que,  L. monocytogenes mostró un 19,2 % de 
resistencia frente a clindamicina y un 100% respecto oxacilina, mientras que L.  innocua  lo fue 
frente a clindamicina con un 80%, oxacilina con un 100% y tetraciclina con un 52%. El 100% de 
resistencia a  la oxacilina por parte de  las dos especies es un dato esperado dada  la conocida 
resistencia natural por parte de Listeria spp. a este antimicrobiano (CA‐SFM,2010), coincidiendo 
con  los estudios de (Harakeh y col., 2009) y (Pesavento y col., 2009). Según  información de  la 
CA‐SFM,  también  se  puede  esperar  una  elevada  resistencia  frente  a  las  lincosamidas 
(clindamicina). Igualmente cabe destacar la susceptibilidad intermedia que muestra L. innocua 
(24%), frente a penicilina G.  
El  tratamiento de elección de  la  listeriosis es ampicilina o amoxicilina combinada con 
aminoglucósidos (generalmente gentamicina), siendo la asociación trimetoprim‐sulfametoxazol 
(cotrimoxazol) el tratamiento de segunda elección o alternativo para pacientes alérgicos a esos 











presentado  recuento de  L. monocytogenes/g, ninguna el día de  la  compra y  siendo mayores 














mitad  del  periodo  de  duración mínima  y  se mantiene  constante  hasta  el  final,  esta misma 








comercial  de  identificación  revalidó  los  resultados  obtenidos.  Por  lo  tanto,  el  agar  ALOA 
identifica  perfectamente  las  colonias  de  L. monocytogenes  y  para  el  resto  de  especies más 











Los valores de pH, a  las 6 horas de  incubación del medio EB, a  lo  largo del periodo de 
duración mínima, reflejan muy pocas diferencias entre grupos de alimentos, al  igual que en el 
transcurso del tiempo de almacenamiento a 4ºC y 10ºC, estimándose entre 6,5 y 7,0; estando 
todos ellos dentro del  intervalo de pH  favorable para el desarrollo de Listeria. El  reglamento 















L. monocytogenes  ha  presentado  un  19,2%  (5  cepas)  resistentes  a  la  clindamicina, 
mientras que L.  innocua ha presentado al mismo antibiótico un 80%  (20 cepas) y un 52%  (13 
cepas)  resistentes  a  la  tetraciclina.  Se  comprueba  también,  una  sensibilidad  disminuida  a  la 
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